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1.  EINLEITUNG  
 
1.1  Der myokardiale Reperfusionsschaden 
 
Eine akute Einschränkung oder Unterbrechung der koronararteriellen 
Perfusion führt zur Minderversorgung des myokardialen Gewebes. Dabei ist das 
Gleichgewicht zwischen Sauerstoffbedarf und Sauerstoffangebot gestört. Dieser 
Zustand wird als Ischämie bezeichnet und resultiert zunehmend in einer strukturellen 
und funktionellen Schädigung, die zur kontraktilen Dysfunktion bis hin zum 
Pumpversagen führen kann. Bei der Wiederversorgung des ischämisch geschädigten 
Myokards mit Sauerstoff und Substraten während der Reperfusion entwickelt sich 
paradoxerweise gerade während dieser Phase ein irreversibler Schaden. Dies weist 
darauf hin, dass die Reperfusion selber dem zuvor ischämisch geschädigten 
Myokard einen weiteren Schaden zufügt. Dieser Schaden wird als 
Reperfusionsschaden bezeichnet (Piper et al. 2004; 2008; Garcia-Dorado et al. 
2004; Theroux et al. 2000).In den letzten zwei Jahrzehnten konnte gezeigt werden, 
dass pharmakologische Interventionen während der ersten Minuten der Reperfusion 
die Myokardschädigung verringern können (Staat et al. 2005; Kitakaze et al. 2007; 
Piot et al. 2008). Die Analyse der Mechanismen, die an der Entstehung des 
Reperfusionsschadens beteiligt sind, ist von großer Bedeutung für die Entwicklung 
therapeutischer Maßnahmen.  
 
1.2  Veränderungen der Kationenhomöostase während Ischämie 
 
Unter ischämischen Bedingungen kommt die mitochondriale Atmung zum 
Erliegen. Die aerobe Energiegewinnung wird durch die anaerobe Glykolyse ersetzt. 
Die Bildung von Milchsäure und die Nettohydrolyse von ATP (Dennis et al. 1991) 
führen zu einer Azidifizierung des ischämischen Myokards (Owens et al. 1996). 
Wegen der fortschreitenden Azidifizierung und der Hemmung der 
Phosphofruktokinase, dem Schlüsselenzym der Glykolyse, wird bald auch der 
anaerobe Weg der ATP-Produktion gehemmt. Die Folge ist ein dauerhaftes 
Energiedefizit. 
  Verursacht durch das Energiedefizit werden alle primär und sekundär aktiven 
Transportmechanismen gehemmt. Der transsarkolemmale Na+-Gradient wird 
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abgebaut, die Zellmembran depolarisiert (Cordeiro et al. 1994) und über den „reverse 
mode“ des Na+-Ca2+-Austauschers kommt es zu einer Ca2+-Überladung des Zytosols 
(Haigney et al. 1992; Ladilov et al. 1999). Die Störung der intrazellulären Ca2+- 
Homöostase ist ein Zeichen einer fortgeschrittenen funktionellen Schädigung der 
ischämischen Myokardzellen. 
 
1.3  Pathomechanismen des Reperfusionschadens 
 
Während der Reperfusion kommt es zur Wiederversorgung der Zelle mit 
Sauerstoff und Substraten. Paradoxerweise entwickelt sich gerade während dieser 
Phase der irreversible Reperfusionsschaden. Diese Wiederversorgung kann die 
Störung der zellulären Kationen-Homöostase rückgängig machen aber aktiviert 
gleichzeitig den kontraktilen Apparat. Die Reenergetisierung der Kardiomyozyten bei 
gestörter intrazellulärer Ca2+- Homöostase mit einer gesteigerten zytosolischen Ca2+-
Konzentration führt zu einer massiven Zellverkürzung der isolierten Kardiomyozyten. 
Diese Verkürzung wird Hyperkontraktur genannt und charakterisiert den zellulären 
Reperfusionsschaden (Siegmund et al. 1990; 1992). Das Ausmaß des 
Reperfusionsschadens wird mitunter durch die Länge der vorangehenden 
Ischämiephase bestimmt. Dabei korreliert die Dauer der ischämischen Phase  
negativ mit der Erholungsfähigkeit und positiv mit der strukturellen Schädigung der 
Kardiomyozyten.  
Im Modell isolierter Herzmuskelzellen stellen sich die zytosolischen H+-, Na+- 
und Ca2+-Konzentrationen innerhalb der ersten Minuten der Reperfusion wieder auf 
die präischämischen Ausgangswerte ein. Die Erholung der zytosolischen Ca2+-
Homöostase läuft in drei aufeinander folgenden Phasen ab (Siegmund et al. 1992; 
1994): 
 
1. schnelle Aufnahme der überschüssigen Ca2+ -Konzentration durch         
Aktivierung der Ca2+-ATPase des sarkoplasmatischen Retikulums, 
2. transiente Freisetzung und Wiederaufnahme von Ca2+ in das  
sarkoplasmatische Retikulum (Ca2+-Oszillationen), 
3. Wiederherstellung der normoxischen Ausgangswerte der zytosolischen  
Ca2+-Konzentration durch den „forward mode“ des Natrium-Calcium-
Austauschers. 
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Die transienten Ca2+-Oszillationen stellen einen bedeutenden 
Schädigungsparameter dar, da sie temporäre zytosolische  Calciumüberladungen 
erzeugen, die zusammen mit der Restitution von ATP und dem  intrazellulären pH-
Wert die reperfusionsinduzierte Hyperkontraktion induzieren. Ca2+ bindet  an 
Troponin C  (Fabiato & Fabiato 1978; Orchard & Kentish 1990) und führt über eine 
Aktivierung der Myofibrillen zu einer unkontrollierten Kraftentwicklung, die die 
Zytoskelettstruktur irreversibel schädigt.  
Die Hyperkontraktur bleibt nicht auf die primär betroffene Zelle beschränkt. In 
vivo führt die Hyperkontraktur zu Rupturen der Zellmembranen einander 
benachbarter Zellen  und damit zur Nekrose (Ganote et al. 1983; Barrabes et al. 
1996). Zur Ruptur der Zellmembranen kommt durch die mechanischen Kräfte 
zwischen den Zellen und sie wird durch eine Fortleitung der Hyperkontraktur durch 
Gap-Junctions noch verstärkt. Der Verlust an vitalem Muskelgewebe limitiert die 
Möglichkeit der Wiederbelebung von ischämischem Herzgewebe durch  Reperfusion. 
 
1.4  Modellrelevanz  
  
Für die Analyse der Ionenhomoöstase und der Zellschädigung ist das Modell 
isolierter ventrikulärer Herzmuskelzellen von Vorteil, da es erlaubt Veränderungen im 
Stoffwechsel und der zytosolischen Ionenkonzentration in der frühen 
Reperfusionsphase direkt auf zellulärer Ebene zu analysieren und mit der 
Entwicklung der reperfusionsinduzierten Hyperkontraktur in zeitlichen und kausalen 
Zusammenhang zu setzen.  Das Elementargeschehen in der Reperfusion kann so 
besonders gut untersucht werden, da die isolierten Kardiomyozyten während der 
Hyperkontraktur keinen Zugkräften von benachbarten Zellen ausgesetzt sind und 
damit ihre sarkolemmale Integrität während dieses Vorgangs länger erhalten bleibt.  
 
1.5  Protektionsstrategien gegen den Reperfusionsschaden 
 
Während der Frühphase der Reperfusion ist die Entwicklung der 
Hyperkontraktur Auslöser für die irreversible myokardiale Zellschädigung. Die 
Entwicklung von Protektionsstrategien die gerade in der vulnerablen Frühphase der 
Reperfusion einsetzbar sind ist von besonderem therapeutischem Interesse. 
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Folgende Mechanismen wurden bereits untersucht und erwiesen sich in der 
Frühphase der Reperfusion als protektiv:  
 
a. Transiente Inhibierung des kontraktilen Apparates mit BDM (2,3-
Butandionmonoxim), die direkt die myofibrilläre Aktivierung hemmt), 
(Siegmund et al. 1991; Garcia-Dorado et al. 1992). 
b. Beschleunigung der intrazellulären Ca2-Erholung und Verminderung der SR- 
abhängigen Oszillationen (Lochner et al. 1994; Siegmund et al. 1997; 
Abdallah et al. 2005).  
c. Reduktion der Ca2-Sensitivität der Myofibrillen durch Aufrechterhaltung der 
ischämischen Azidose in der frühen Reperfusionsphase durch Blockade der 
pH-regulierenden Mechanismen (Schäfer et al. 2000; Ladilov et al. 1995; 
Ruprecht et al. 2000; Harrison et al. 1992; Kitakaze et al. 1988). 
d. Ischämisches Postconditioning durch eine Folge kurzer Ischämieperioden vor 
der endgültigendie Reperfusion (Zhao et al. 2003; Tsang et al. 2004; Staat et 
al. 2005, Thibault et al. 2008).  
e. Aktivierung der Kinasen der „Reperfusion Injury Salvage Kinases” 
Signalkaskade (RISK): Unter anderen die PI3-Kinase (PI3K), die 
Proteinkinase G (PKG) und die Glykogensynthase-Kinase 3β (GSK-3β). 
Wobei hier die Aktivierung der PI3K und der PKG und die Hemmung der GSK-
3β protektiv wirkt (Hausenloy et al. 2004; 2005, Bell et al. 2003). Der PKG-
abhängige Signalweg kann in Herzmuskelzellen z.B. durch NO-Donoren 
(Schlüter et al. 1994; Padilla et al. 2000) oder natriuretische Peptide (Hempel 
et al. 1997; Padilla et al. 2001; Abdallah et al. 2005, Kitakaze et al. 2007) 
aktiviert werden. 
 
1.6  Insulin-abhängige Protektion gegen den myokardialen Reperfusions-   
schaden 
 
Die protektive Wirkung von Insulin im Rahmen eines Ischämie-
Reperfusionsgeschehens konnte sowohl in klinischen als auch in experimentellen 
Studien am isolierten, reperfundierten Herzen gezeigt werden. Die klinischen Studien 
zeigen, dass die Behandlung von Patienten mit myokardialem Infarkt während der 
Reperfusion mit Glukose-Insulin-Kalium protektiv wirkt und zu einer Reduktion der 
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„in-hospital-mortality‘‘  führt (Sodi-Pallares et al. 1962; Apstein et al. 1998; Diaz et al. 
1998; van der Horst 2003). Experimentell wurde der Mechanismus der Insulinwirkung 
am isoliert perfundierten Herzen näher untersucht. Hier führte der Einsatz von 
Glucose-Insulin-Kalium während der Reperfusion zu einer Reduktion der Infarktgröße 
(Jonassen et al. 2000). Weiterhin zeigten Jonassen et al. 2000 in einer anderen 
Studie, dass der Einsatz von Insulin allein zur Verminderung des Zelltods führt. Als 
Signalweg wurde eine Insulin-bedingte Aktivierung der PI3-Kinase und der Akt-
Kinase (Jonassen et al. 2001) mit anschließender eNOS-Aktivierung identifiziert (Gao 
et al. 2002). Dieser Effekt war glucose- und kaliumunabhängig. Inwieweit Insulin die 
zellulären Ursachen des frühen Reperfusionsschadens, die die 
reperfusionsinduzierte Hyperkontraktur herbeiführen, beeinflußt und ob dieser 
Wirkung von Insulin eine Beeinflussung der Ca2+-Homöostase in den 
Kardiomyozyten zugrunde liegt, ist bisher nicht geklärt worden.  
 
1.7  Ziele der Arbeit 
 
In der vorliegenden Arbeit wurde an isolierten ventrikulären Herzmuskelzellen 
adulter Ratten unter Bedingungen von simulierter Ischämie und Reperfusion die 
Wirkung von Insulin auf den Reperfusionsschaden untersucht. Als Parameter wurden 
simultan die zytosolische Ca2+-Homöostase und die Hyperkontraktur analysiert.  
Um zu klären, über welche Mechanismen die Insulinwirkung vermittelt wird, wurde 
unter diesen experimentellen Bedingungen die Rolle der PI3-Kinase (PI3K), der NO-
Synthase (NOS) und der cGMP - abhängige Proteinkinase (PKG) analysiert. Es 
wurde der Einfluss dieses Signalweges auf die Funktion  des sarkoplasmatischen 
Retikulums und auf ihre Ca2+-ATPase mit ihrem regulierenden Protein 
Phospholamban untersucht.   
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2.  MATERIAL 
  
2.1  Chemikalien 
 
Albumin (aus Rinderserum, BSA)    Roche Applied Science, 
        Mannheim 
Kollagenase, Typ CLS II     Biochrom KG, Berlin 
Cystein       Sigma, Taufkirchen 
EGTA        Sigma, Taufkirchen 
Fura-2 AM       Molecular Probes, 
        Leiden (Niederlande) 
FCS        PAA Laboratories, Cölbe 
Hepes        Roche Applied Science, 
        Mannheim 
Medium 199       Biochrom, Berlin 
N2                                                                            Messer Griesheim, Krefeld 
Nigericin       Sigma, Taufkirchen 
Resazurin       Sigma, Taufkirchen 
Koffein       Sigma, Taufkirchen 
Insulin        Sigma, Taufkirchen 
KT 5823       Calbiochem, Bad Soden  
LY 294002       Calbiochem, Bad Soden 
L-NMMA       Calbiochem, Bad Soden 
Thapsigargin       Calbiochem, Bad Soden 
Polyacrylamid-Gel      Invitrogen, Karlsruhe 
PVDF        Millipore, Eschborn 
Penicillin        Invitrogen, Karlsruhe 
Streptomycin       Invitrogen, Karlsruhe 
Phospholamban-antibody   Santa Cruz Biotechnology 
(anti-PLB, rabbit) Heidelberg 
phospho-specific phospholamban- Santa Cruz Biotechnology,  
antibody (anti-pPLB, rabbit, Ser16)   Heidelberg 
Alkaline phosphatase-labeled     Santa Cruz Biotechnology, 
anti-rabbit IgG antibody     Heidelberg 
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Methanol 4%       Roth, Karlsruhe 
PBS (phosphate-buffered saline)    Invitrogen, Karlsruhe 
phospho-specific anti-eNOS antibody  Santa Cruz Biotechnology, 
(rabbit, Ser 1177)      Heidelberg   
anti-rabbit IgG, biotin conjugated    Santa Cruz Biotechnology, 
        Heidelberg 
Texas-Red conjugated streptavidin    Rockland Immunochemical, 
        Hamburg 
DAF FM diacetat( 4-amino-5-methylamino-2’,7’-  Molecular Probes, 
difluorescein diacetate)      Leiden (Niederlande) 
      
Die übrigen verwendeten Chemikalien wurden von den Firmen Sigma (Taufkirchen), 
Roche Applied Science (Mannheim), Invitrogen (Karlsruhe) und Merckbiosciences 
(Darmstadt) in der höchsten erhältlichen Qualität bezogen. 
Alle verwendeten Chemikalien wurden nach Herstellerangaben gelöst und 
aufbewahrt. 
 
2.2  Zellkulturmedium 
 
M199/ HEPES-Stammlösung 
Medium 199       9,8 g/l, Aqua bidest 
 HEPES       36 g/l 
 Kreatin       5 mM 
 Karnitin       2 mM 
 Taurin        5 mM  
FCS        4 %  (vol/vol) 
        Penicillin       100 IU/ml 
Streptomycin       100 µg/ml 
 
 Lösung auf pH-Wert 7,4 titriert  
Alle Medien wurden sterilisiert und bei 4°C aufbewahrt.  
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2.3  Perfusionsmedien 
 
Für unsere Experimente waren verschiedene Perfusionsmedien notwendig, 
deren Zusammensetzung im Folgenden beschrieben wird: 
 
Normoxische HEPES-gepufferte Tyrode-Lösung: 
Substanz
Konzentration 
in mM 
NaCl 125,0 
KCl 2,6 
KH2PO4 1,2 
MgSO4 1,2 
CaCl2 1,0 
HEPES 25,0 
Glukose 2,5 
 
pH-Wert 7,4 bei 37 °C, titriert mit 1 N NaOH. 
 
Anoxische HEPES-gepufferte Tyrode-Lösung: 
                       
   
 
pH-Wert 6,4 bei 37 °C, titriert mit 1 N NaOH. 
Nach der von Allshire et al. (1987) beschriebenen Methode wurde das Medium 
autoklaviert. Vor dem Autoklavieren wurde der Redoxindikator (Resazurin) (1 % 
vol/vol) und Cystein (5,0 mM) zugesetzt und so lange mit N2 begast, bis ein 
Farbumschlag von lila nach rosa sichtbar wurde. Anschließend wurde die Tyrode-
Substanz
Konzentration 
in mM 
NaCl 125,0 
KCl 2,6 
KH2PO4 1,2 
MgSO4 1,2 
CaCl2 1,0 
HEPES 25,0 
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Lösung mittels dampfdrucktauglicher Gefäße für 40 min bei 2 bar und 120 °C 
autoklaviert. Nach der Autoklavierung wurden die farblosen Medienbehälter für die 
Versuche verwendet, da der Farbverlust des Redoxindikators Resazurin die 
anoxische Beschafenheit des Mediums anzeigt. Verbleibende rosafarbige Medien 
wurden verworfen. 
 
2.4  Geräte und Laborbedarf 
 
Zellkultur: 
 
Präparationsbesteck    Eickenmeyer, Tuttlingen 
Langendorff-Apparatur Eigenbau, der Werkstatt des 
Physiologischen Instituts, JLU- 
Gießen 
Gewebehacker  Harvard Apparatus, über  
Hugos Sachs Elektronik, 
       March-Hugstetten 
Nylonnetz      NeoLab, Heidelberg 
Mikroskop      TMS-F, Nikon, (Japan) 
Deckgläser      Menzel, Braunschweig 
Sterilbank      Thermo Fisher, Schwerte 
Brutschrank      Thermo Fisher, Schwerte 
 
Fluoreszenzmessungen:  
 
Inverses Mikroskop     Olympus, Hamburg 
Xenonlampe      USHIO INC., Japan 
Monochromator     TILL Photonics, Gräfelfing  
Dichroid-Spiegel     TILL Photonics, Gräfelfing  
Emissionsfilter     TILL Photonics, Gräfelfing  
CCD Camera     TILL Photonics, Gräfelfing  
Computer-Software     TILL Photonics, Gräfelfing  
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Anoxie-Reoxygenationsexperimente: 
 
Perfusionskammer Eigenbau der Werkstatt des 
Physiologischen Instituts, JLU- 
Gießen  
Peristaltikpumpe     Gilson-Abimed, Langenfeld 
Dampfdruckkochtopf    All American, Canada 
Druckstabile Glasgefäße mit   Bormiolli Rocco, Italien 
verschließbarem Deckel 
Edelstahlkapillaren     Alltech, Unterhaching 
Gasdichte Schläuche    Kalensee, Gießen 
Gasventile       Kalensee, Gießen 
 
Sonstige Geräte: 
 
Inkubator      Kendro, Hanau 
Glasgeräte      Schott, Mainz 
Heizrührer      Jahnke & Kunkel, Staufen 
pH-Meter      WTW, Weinheim 
Pipetten      Eppendorf-Nethler-Hinz, Hamburg 
Wasserbad      Julabo, Seelbach 
Zentrifugen      Kendro, Hanau 
Wasserdemineralisierunganlage   Millipore, Eschborn 
Perfusionsheizung Eigenbau der Werkstatt des 
Physiologischen Instituts, JLU-              
Gießen 
 
Verbrauchsmaterialien: 
 
Kulturschalen, Typ Falcon 3001   Becton Dickinson, Heidelberg 
Pipettenspitzen     Eppendorf-Nethler-Hinz, Hamburg 
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3.  METHODEN  
 
3.1  Isolierung von ventrikulären Kardiomyozyten 
 
3.1.1  Versuchstiere 
 
Als experimentelles Modell verwendeten wir ventrikuläre Kardiomyozyten von 
adulten männlichen, 200 - 300 g schweren Wistar Ratte. Die Züchtung erfolgte im 
Tierstall des Physiologischen Institutes der Justus-Liebig-Universität Gießen. Die 
Tiere hatten freien Zugang zu Nahrung (Standardfutter Altromin) und Wasser. 
 
3.1.2  Präparationschritte für die Gewinnung von Kardiomyozyten adulter 
Wistar Ratten 
 
Für die Isolierung der ventrikulären Kardiomyozyten wurde die von Piper et al. 
(1982) beschriebene Methode verwendet. Dazu waren folgende Lösungen 
notwendig: 
 
Ca2+-Stammlösung: 
  
Substanz Konzentration in mM
CaCl2 100,0 
 
Powell – Medium: 
 
Substanz Konzentration in mM 
NaCl 110,0 
NaHCO3 25,0 
KCl 2,6 
KH2PO4 1,2 
MgSO4 1,2 
Glukose 11,0 
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Kollagenasepuffer: 
 
Substanz Menge 
Powell-
Medium 
50 ml 
Kollagenase 
x mg 
(Chargenabhängig)
Ca2+-         
Stammlösung
12,5 µl 
                                                                                                                                                              
 
Die Narkotisierung der Ratten erfolgte mit Ether und anschließend wurden die Tiere 
durch Genickbruch getötet. Zunächst wurde der Brustraum geöffnet, das Perikard 
entfernt, Herz und Lunge angehoben, durch einen Scherenschnitt vom Körper 
getrennt und direkt in eiskalte isotonische NaCl-Lösung gelegt. In der isotonischen 
NaCl-Lösung verbleibend wurde das Herz freipräpariert und danach wurde es mit der 
Aorta an eine Langendorff-Apparatur angeschlossen und für ca. 2 Minuten mit Powell 
- Medium (20 ml) perfundiert  um verbliebenes Blut aus den Koronarien zu entfernen.  
Nachdem das Herz in der nächsten Rezirkulationsphase mit dem Kollagenasepuffer 
perfundiert (2 - 3 ml/min) wurde, erfolgte eine Durchtrennung unterhalb der Vorhöfe 
und anschließend eine Zerkleinerung des Herzens. Erst mechanisch mit einem 
Gewebehacker und dann manuell mit zwei Skalpellen.  Um von dem gewonnenen 
Gewebe die Herzmuskelzellen zu vereinzeln, erfolgte nach einer zehnminütigen 
Inkubation in Rezirkulationspuffer (37°C) vorsichtiges Auf- und Absaugen mit einer 5-
ml-Pipette. Danach wurde die Zellsuspension durch ein Nylonnetz (0,2 mm 
Porengröße) filtriert, was zu einer Abtrennung der verbliebenen Zellaggregate führte. 
Das Filtrat wurde bei 25 x g für 3 min zentrifugiert und das Pellet mit Powell-Medium, 
welches 200 µM CaCl2 enthielt, aufgenommen. Nach erneuter Zentrifugation (25 x g 
für 2 min) erfolgte die Resuspension der Kardiomyozyten mit Powell-Medium. Die 
Suspension wurde entsprechend der Anzahl der präparierten Herzen auf 
Reagenzgläser, die zuvor mit einer ca. 10 ml hohen Flüssigkeitssäule aus Powell – 
Medium gefüllt wurden, verteilt. Als letzter Schritt erfolgte eine Zentrifugation (25 x g 
für 1 min) aus der eine Zellpopulation die zu 70 - 80 % aus stäbchenförmigen 
Kardiomyozyten bestand gewonnen wurde. 
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3.2  Zellkultur 
 
Über Nacht wurden die Kulturschalen mit Kulturmedium (M199/HEPES), um 
ein besseres Anheften der Kardiomyozyten an den Deckgläschen zu erreichen, 
vorplattiert. Unmittelbar vor dem Ausplattieren erfolgte eine Absaugung des 
Kulturmediums. Die gewonnene Zellpopulation wurde mit Kulturmedium (25 ml pro 
Herz) aufgenommen und gleichmäßig auf die vorplattierten Schalen verteilt. Es 
erfolgte eine vierstündige Anheftungsphase (37°C). Danach wurden die Zellen mit 
Kulturmedium gewaschen, um abgerundete Zellen zu entfernen. Am Ende bestand 
die gewonnene Zellkultur aus ca. 90 % stäbchenförmigen Kardiomyozyten.  
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3.3  Fluoreszenzmikroskopische Messungen zur Ermittlung der 
intrazellulären Ionenkonzentration von Ca2+ 
 
3.3.1  Ermittlung der intrazellulären Ca2+-Konzentration mittels des  
Fluoreszenzfarbstoffes Fura-2 AM und die Kalibrierung des 
Fluoreszenzsignals 
 
Die Ermittlung der intrazellulären Ca2+-Konzentration beruht auf 
Fluoreszenzmikroskopie. Die Kardiomyozyten werden mit dem Fluoreszenzfarbstoff 
Fura-2 AM (5 µM)  in Zellkulturmedium für 30 Minuten bei 37°C beladen um die 
intrazelluläre Ca2+-Konzentration zu bestimmen. Danach wurde das Medium 
gewechselt es erfolgte eine 15-minütige Nachinkubation.  Fura-2 AM gelangt als  
Acetoxymethylester in die Zellen. Intrazellulär wird es von Esterasen gespalten und 
kann als geladenes Molekül nicht mehr die Zellmembran permeieren.  
Die Anregung von Fura-2 erfolgte mit den Wellenlängen 340nm und 380nm, 
das Emissionsmaximum von Fura-2 liegt bei 510nm. Die Daten der Fura-2-Messung 
werden als Extinktionsratio (340 nm/ 380 nm) wiedergegeben. Die Kalibrierung 
wurde nach dem von Li et al. (1987) beschriebenen Protokoll durchgeführt.  
Es wurde folgende Lösung benutzt: 
 
Kalibrierungslösung:  
Substanz Konzentration
NaCl 10 mM 
KCl 125 mM 
MgSO4 1 mM 
HEPES 25 mM 
Ionomycin 5 µM 
Nigericin 10 mg/l 
Zusatz von 
CaCl2 
oder 
EGTA 
 
      3 mM 
 
5 mM 
pH 7,4 bei 37 C°, titriert mit 1 N KOH. 
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Zur Bestimmung des Rmax-Wertes (maximales Ratio) wurde dem Perfusat 3 mM 
CaCl2, zur Bestimmung des Rmin-Wertes (minimales Ratio) 5 mM EGTA zugesetzt. 
Die freie zytosolische Ca2+-Konzentration wurde nach folgender Formel  
(Grynkiewicz et al., 1985) ermittelt: 
  
[Ca2+]i= Kd x b x (R - Rmin) / (Rmax - R) 
  
[Ca2+]i : Zytosolische Calciumkonzentration 
R : Fura-2-Ratio (340 nm / 380 nm) 
Rmax: Maximales Ratio 
Rmin : Minimales Ratio 
b: Quotient aus der Emissionsintensität der 380 nm Wellenlänge des Rmin-Wertes 
und der Emissionsintensität der 380 nm Wellenlänge des Rmax-Wertes.  
Kd-Wert: Maß für die Affinität von Fura-2 zu freien zytosolischen Ca2+-Ionen. Dieser 
Wert ist abhängig vom pH-Wert.  
 
In vitro bestimmten Grynkiewicz et al. (1985) einen Kd-Wert für Fura-2 von 224 
nmol/l.  
In isolierten Kardiomyozyten ermittelten Ladilov et al. 1997 pH-abhängig folgende 
Werte: 
 
pH-Wert         7,15           6,5 
Kd-Wert 312 ± 9 nmol/L 337 ± 4 nmol/L 
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3.4  eNOS- Phosphorylierung  
 
Die  Kardiomyozyten wurden 20 Minuten mit 4% Methanol fixiert. Danach 
wurden die Zellen mit PBS (phosphate-buffered saline) gewaschen und für eine 
Stunde mit dem ersten Antikörper  gegen phosphorylierte-eNOS (phospho-specific 
anti-eNOS antibody (rabbit, Ser 1177)) (1:300) bei Raumtemperatur inkubiert. Danach 
wurden die Zellen mit PBS gewaschen und der zweite Antikörper (anti-rabbit IgG, 
biotin conjugated) (1:10 000) wurde für 30 Minuten nachinkubiert. Die Zellen wurden 
anschließend mit PBS gewaschen und mit Texas Red konjugiertem Streptavidin 
(1:800) über Nacht inkubiert. Die Anregung von Texas Red konjugiertem Streptavidin 
erfolgte mit einer Wellenlänge von 595 nm und die Visualisierung erfolgte mit einem 
Imaging System (Till Photonics). 
 
3.5  Messung der NO-Produktion mit Hilfe des Fluoreszenzindikators DAF- 
   diacetate  
 
Mit Hilfe des Fluoreszenzindikators DAF-FM diacetate (4-amino-5-
methylamino-2’,7’-difluorescein diacetat) wurde während der Reperfusion die 
intrazelluläre Produktion von freiem NO gemessen. DAF-FM wird von den Zellen als 
Diacetat aufgenommen, das durch die Zellmembran passiv diffundieren kann. 
Intrazellulär wird das Diacetat von Esterasen gespalten. Das entstandene DAF-FM 
kann nicht mehr durch die Zellmembran diffundieren. In unseren Experimenten 
wurden die Zellen bei 37°C mit 5 µM DAF-FM diacetate für 45 Minuten beladen und 
dann für 45 Minuten gewaschen. Die Anregung von DAF-FM erfolgte mit der 
Wellenlänge 470 nm und die Visualisierung erfolgte mit einem Imaging-System (Till 
Photonics). 
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3.6  Phospholamban- Phosphorylierung 
 
Für die Bestimmung der PLB-Phosphorylierung wurden die Kardiomyozyten 
unter normoxischen Bedingungen, nach 60 Minuten Hypoxie und nach 5 Minuten 
Reperfusion in Anwesenheit oder Abwesenheit von Insulin oder in Anwesenheit von 
Insulin+LY294002 oder von Insulin+L-NMMA oder von Insulin+KT5283 mit 
Lysispuffer behandelt. Der Proteingemisch (30µg) wurde dann auf eine 18,5% 
(wt/vol) SDS-PAG Trägermatrix übertragen. Hierbei wurden die Proteine zuerst mit 
einem Polyacrylamid-Gel in Proteinbanden aufgetrennt. Nach der Elektrophorese 
wurden die Proteine dem Western blotting unterzogen. Dort wandern die Proteine 
durch ein senkrecht zum Polyacrylamid-Gel gerichtetes elektrisches Feld aus dem 
Gel auf eine PVDF- Membrane. An der Membranoberfläche bleiben sie aufgrund 
hydrophober Wechselwirkungen haften. Die Membrane wurde anschließend für eine 
Stunde mit 3% (wt/vol) BSA (bovine serum albumin) abgesättigt, um die freien 
Bindungsstellen zu blockieren und wurden mit dem Phospholamban-Antikörper 
(rabbit-anti-PLB) oder einem phosphospezifischen    Phospholamban-Antikörper 
(rabbit anti-pPLB, Ser16) (0,5 μg/ml) inkubiert. Nachdem die Membranen gewaschen 
wurden, um schwächer haftende, unspezifisch gebundene Antikörper von der 
Membran zu entfernen, wurden sie mit einem anti-rabbit IgG-AP-Antikörper (0,5 
μg/ml) inkubiert. Totales Phospholamban und phosphoryliertes Phospholamban 
wurden densitometrisch quantifiziert. Das Verhältnis von phosphoryliertem 
Phospholamban vs. totalem Phospholamban wurde der statistischer Analyse 
zugeführt. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 21
3.7  Anoxie-Reoxygenationsexperimente 
 
3.7.1  Apparative Voraussetzungen  
 
Die Messungen wurden mit Hilfe eines inversen Mikroskopes durchgeführt, 
welches an das System von Till Photonics  gekoppelt war. Mit Hilfe von 
Monochromatoren konnte das Anregungslicht, das von einer Xenonlampe entsendet 
wurde, entsprechend dem Anregungungsspektrum des verwendeten 
Fluoreszenzfarbstoffes eingestellt werden. Die selektierten Wellenlängen trafen dann 
über Dichroid-Spiegel im Strahlengang auf das Objekt und führten zur Anregung des 
Farbstoffes. Das emittierte Licht gelangte über den Dichroid-Spiegel zu einer CCD 
Kamera. Das eintreffende Signal wurde digitalisiert, aufgezeichnet und mit dem 
dazugehörigen Software-Programm ausgewertet (Abb. 1).           
                            
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 1:  
Vereinfachte schematische Darstellung der Apparatur. Der Strahlengang des 
Anregungslichtes ist als durchgezogener Pfeil dargestellt, der Strahlengang des 
Fluoreszenzlichtes als gestrichelter Pfeil.  
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 22
3.7.2  Versuchbeschreibung 
 
Zur Durchführung der Anoxie-Reoxygenationsexperimente war es notwendig, 
dass das Perfusionssystem gasdicht verschlossen war. In der Perfusionskammer 
wurden die Deckgläschen mit den darauf angehefteten Zellen eingebaut und 
anschließend wurde die Kammer fest verschraubt. Die Perfusionskammer wurde von 
der einen Seite mittels Edelstahlkapillaren mit den autoklavierten Medien und von der 
anderen Seite mit einer Peristaltikpumpe verbunden, die das Medium mit einer 
Geschwindigkeit von 0,5 ml/min durch das Perfusionssystem pumpte. (Abb.1). Das 
Medium wurde während des Anoxie-Experimentes mit N2 (100%) begast. Die 
Temperatur in der Perfusionskammer betrug 37°C.  
 
3.7.3  Experimentelles Protokoll der Ischämie-Reperfusionssversuche und der 
 Messparameter  
 
Um Ischämie und Reperfusion zu simulieren, wurden die Kardiomyozyten 60-
80 Minuten anoxisch mit einer Hepes-gepufferten Tyrode-Lösung bei einem pH-Wert 
von 6,4 inkubiert und anschließend 15 Minuten  bei einem pH-Wert von 7,4 
reperfundiert. Der Einsatz von Insulin, LY294002, L-NMMA, KT5823 und 
Thapsigargin erfolgte während  der gesamten Reperfusion. Der Einsatz von Koffein 
erfolgte 20 Minuten nach Reperfusionbeginn. Die nachfolgenden Tabellen geben 
einen Überblick über die Eigenschaften und die eingesetzten Konzentrationen der 
verwendeten Substanzen (Tabelle 1) und über die in den Experimenten gemessenen 
Parameter (Tabelle 2).  
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Tabelle 1: Verwendete Substanzen 
 
 
Substanz 
 
 
Konzentration 
 
Lösungsmittel
 
 Eigenschaften 
Insulin 10 mU/L H2O 
 
 Aktivierung der PI3-Kinase 
  
LY294002 1 μΜ DMSO  Hemmung der PI3–Kinase   
L-NMMA 100 μΜ H2O  Hemmung der NO–Synthase  
 
KT5823  
 
 
1 μΜ 
 
DMSO 
 
 Hemmung der Proteinkinase G 
 
Thapsigargin 
 
 
150 nM 
 
DMSO 
 
 Hemmung der Ca2+-ATPase 
 des sarkoplasmatischen Retikulums
 
Koffein 10 mM H2O 
 Freisetzung von Ca2+  aus dem 
 sarkoplasmatischen Retikulum 
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Tabelle 2: Messparameter 
 
Parameter Einheit Methode 
Zytosolischer Ca2+-Gehalt 
 
 
In „relative Einheiten“ (r.E.) der 
Fura-2-Ratio oder als 
Absolutwerte 
Fura-2-Fluoreszenz 
 
Diastolischer bzw. 
systolischer Ca2+-Wert 
 
Maximum bzw. Minimum einer 
Oszillation; wiedergegeben in 
„relative Einheiten“ (r.E.) des 
Fura-2-Ratios 
 
Fura-2-Fluoreszenz 
 
Ca2+-Oszillationen 
 
Frequenz (Anzahl der 
Oszillationen pro Minute) 
 
Fura-2-Fluoreszenz 
 
Endischämische Zelllänge 
(Rigorlänge) 
Zelllänge (in %) am Ende der 
simulierten Ischämie bezogen 
auf die Ausgangslänge 
 
Zelllängenmessung 
Reoxygenationsbedingte 
Zelllängenverkürzung 
(Hyperkontraktur) 
% der Zelllänge bezogen auf 
end-ischämische Länge 
Zelllängenmessung 
Zeitpunkt des Rigoreintritts 
(Rigorzeitpunkt) 
Zeitdifferenz (min) zwischen 
Anoxiebeginn und Rigoreintritt 
 
Zeitmessung 
 
Phospholamban-
Phosphorylierung 
Verhältnis zwischen dem 
phosphorylierten 
Phospholamban und totalen 
Phospholamban 
Gelelektrophorese 
und Western blot 
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eNOS-Phosphorylierung 
Fluoreszenzintensität in % 
bezogen auf den normoxischen 
Wert (100%) 
Immunfluoreszenz 
NO Produktion 
DAF-FM-Fluoreszenz in % 
bezogen auf den Wert bei 
Beginn der Reperfusion (100%) 
DAF-FM-Fluoreszenz
 
 
3.8  Statistik 
  
 Die Daten sind als Mittelwerte ± SEM von n verschiedenen Experimenten 
wiedergegeben. Statistische Vergleiche wurden durch einfache Varianzanalyse unter 
Nutzung des Student-Newman-Keuls-Tests für Post-hoc-Analysen durchgeführt 
(Ludbrook, 1994). Unterschiede mit p < 0,05 wurden als statistisch signifikant 
angesehen.  
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4.  ERGEBNISSE 
 
4.1  Zellulärer Energiestatus und Verlauf der Zelllänge und der zytosolischen  
       Ca2+-Konzentration während simulierter Ischämie und simulierter          
       Reperfusion 
 
Um Ischämie- und Reperfusionsbedingungen zu simulieren, wurden die 
Kardiomyozyten anoxisch inkubiert und anschließend reoxygeniert. Die anoxische 
Inkubation wurde mit einem anoxischen Perfusionsmedium mit pH-Wert 6,4 
(simulierte Ischämie) und die Reperfusion mit einem normoxischen 
Perfusionsmedium mit pH-Wert 7,4 (simulierte Reperfusion) durchgeführt. 
Während simulierter Ischämie wird der ATP-Gehalt abgebaut. Morphologisch 
wirkt sich dies in der Entwicklung der Rigorkontraktur aus. Die Zellen verkürzen sich 
um ca. 30% ihrer Ausgangslänge und verharren in diesem Zustand bis zum Ende der 
Anoxie. Unmittelbar nach dem Eintritt der Rigorkontraktur steigt die zytosolische 
Ca2+-Konzentration an und die Zellen entwickeln bis zum Ende der Anoxie eine 
massive Ca2+-Überladung. Das Fura-2-Ratio steigt von einem präanoxischem Wert 
von 0,15 in relativen Einheiten auf einen endanoxischen Wert von 1,3 in relativen 
Einheiten (n=25) an. Dies entspricht einem Ca2+ -Anstieg von 85±20 nM auf 
1,62±0,10 μΜ (Abb. 2, unten). 
Die simulierte Reperfusion führt zur Erholung der zytosolischen Ca2+-
Konzentration. Innerhalb von 10 Minuten stellt sich der normoxische Ausgangswert 
wieder ein. Vorher kommt es zum Auftreten von Ca2+-Oszillationen. Die Amplitude 
und Frequenz der Oszillationen nimmt im Verlauf der Reperfusion ab (Abb. 2, unten). 
Einhergehend mit den Ca2+-Oszillationen entwickeln die Zellen eine massive 
Hyperkontraktur. Sie verkürzen sich auf 30-40% ihrer Ausgangslänge (Abb. 2, oben). 
Die Hyperkontraktur ist irreversibel.  
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Abbildung 2:  
Oben: Morphologie der mit Fura-2 beladenen Zellen während Normoxie und 
Reperfusion unter Kontrollbedingungen 
 
Unten: Änderung der zytosolischen Ca2+-Konzentration (Fura-2-Ratio, relative 
Einheiten) und der Oszillationen während simulierter Ischämie und simulierter 
Reperfusion unter Kontrollbedingungen (exemplarischer Verlauf).  
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4.2  Einfluss von Insulin auf die Zelllänge und die zytosolische Ca2+-Erholung 
während der  Reperfusion 
 
Um den Einfluss von Insulin auf die intrazelluläre Ca2+-Konzentration und die 
Zelllänge während der Reperfusion zu untersuchen, wurde Insulin mit Beginn der 
Reperfusion appliziert. Der obere Teil von Abb. 3 zeigt die Morphologie der Zellen 
während Normoxie und Reperfusion in Gegenwart von Insulin. Die mit Insulin 
behandelten Zellen waren gegen die reperfusionsinduzierte Hyperkontraktur 
geschützt. Der Verlauf des Fura-2-Ratios und die zytosolischen Ca2+-Oszillationen 
während Reperfusion wurden in Anwesenheit bzw. Abwesenheit von Insulin 
untersucht. Wie in Abb. 3 (unten) gezeigt führte der Einsatz von Insulin (10 mU) 
während der Frühphase der Reperfusion zu einer Beschleunigung der Ca2+-Erholung 
und einer Verminderung der zytosolischen Ca2+-Oszillationen. 
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Abb. 3: 
Oben: Morphologie der mit Fura-2 beladenen Zellen während Normoxie und 
Reperfusion in Gegenwart von Insulin (10 mU). 
 
Unten: Exemplarischer Verlauf des Fura-2-Ratios (r.E.) und der Oszillationen 
während der Reperfusion in einem Kardiomyozyt unter Kontrollbedingungen und in 
Gegenwart von Insulin (10 mU).  
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4.3  Bedeutung der PI3-Kinase, NO-Synthase und Proteinkinase G bei der 
Insulinvermittelten Protektionswirkung 
 
4.3.1  Einfluss auf die zytosolische Ca2-Erholung während der Reperfusion 
 
Um zu beurteilen über welchen Signalweg der protektive Effekt von Insulin 
vermittelt wird, wurde die Rolle der PI3-Kinase, der NO–Synthase und der 
Proteinkinase G während der Reperfusion untersucht. Die zytosolische Ca2+-
Erholung und die Zelllänge während der Reperfusion wurden analysiert während die 
PI3-Kinase (PI3K) durch LY294002, die NO-Synthase (NOS) durch L-NMMA oder die 
Proteinkinase G (PKG) durch KT5823 gehemmt wurde.  
Die Ergebnisse zeigen in der Abb. 4 dass die Hemmung der PI3-Kinase, der NO- 
Synthase oder der PKG jeweils die Insulinvermittelte Beschleunigung der 
zytosolischen Ca2+-Erholung (Fura-2-Ratio, relative Einheiten) aufhebt.  
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Abb. 4: 
Zytosolische Ca2+-Konzentration (Fura-2-Ratio) nach 2 Minuten Reperfusion unter 
Kontrollbedingungen (R), in Gegenwart von Insulin (10 mU/l), Insulin+LY294002 
(1µM), Insulin+L-NMMA (100 µM), Insulin+KT5823 (1 µM). Die Ergebnisse zeigen, 
dass durch die Hemmung der PI3-Kinase oder der NO-Synthase oder der PKG die 
Insulin-vermittelte Beschleunigung der zytosolischen Ca2+-Erholung (Fura-2 Ratio) 
aufgehoben wird. Die gestrichelte Linie zeigt das endanoxische Fura-2-Ratio. Die 
Daten sind dargestellt als Mittelwerte ± SEM (n = 26 Zellen für jede Bedingung, * p < 
0,05 versus alle andere Bedingungen). 
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4.3.2  Beeinflussung der Zelllänge während der Reperfusion 
   
Die folgende Abbildung (Abb.5) zeigt die Zelllänge nach 15-minütiger 
Reperfusion unter Kontrollbedingungen, in Gegenwart von Insulin, 
Insulin+LY294002, Insulin+L-NMMA, Insulin+KT5823. 
Insulin führt zu einer deutliche Verminderung der reperfusionsinduzierten 
Hyperkontraktur und schützt so gegen den Reperfusionsschaden. Dieser Schutz wird 
in Anwesenheit von LY294002 oder KT5823 oder L-NMMA aufgehoben. Die 
Ergebnisse zeigen, dass diese Signalwege in der durch Insulin vermittelten 
Protektion gegen den Reperfusionsschaden involviert sind.  
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Abb. 5:  
Hyperkontrakturentwicklung nach Reperfusion. Zelllänge in Prozent (%) der 
endanoxischen Zelllänge nach 10-minütiger Reperfusion unter Kontrollbedingungen 
(R), in Gegenwart von Insulin (10 mU/l), Insulin+LY294002 (1 µM), Insulin+L-NMMA 
(100 µM), Insulin+KT5823 (1 µM). Die Daten sind dargestellt als Mittelwerte ± SEM 
(n = 26 Zellen für jede Bedingung, * p < 0,05 versus alle andere Bedingungen). 
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4.4   Einfluss von Insulin auf die NO-Synthase  
 
Da die Aktivierung der PI3-Kinase zu einer Aktivierung der NO-Synthase 
durch Steigerung der Phosphorylierung der NO-Synthase führen kann untersuchten 
wir mit Hilfe der Immunfluoreszenz die NOS-Phosphorylierung in Anwesenheit von 
Insulin mit und ohne den PI3-Kinase Hemmer LY294002.  
Die Ergebnisse in Abb.6 zeigen, dass der Einsatz von Insulin in der  
Reperfusion zu einer Steigerung der Phosphorylierung der NO-Synthase während 
der ersten zwei Minuten der Reperfusion führt. Durch die Blockierung der PI3-Kinase 
wird der Insulin- vermittelte Effekt auf die eNOS signifikant reduziert. Dies zeigt, dass 
die eNOS- Phosphorylierung in Anwesenheit von Insulin nachgeschaltet zur PI3-
Kinase erfolgt. 
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Abb. 6:  
Fluoreszenzintensität der phosphorylierten eNOS in Kardiomyozyten 2 Minuten nach 
Reperfusionbeginn unter Kontrollbedingungen (R), in Gegenwart von Insulin (10 
mU/l) oder Insulin+LY294002 (1µM) oder LY294002 (1 µM) allein. Die gestrichelte 
Linie zeigt den endanoxischen Wert. Die normoxische Werte wurden auf 100% 
gesetzt. Die Daten sind dargestellt als Mittelwerte ± SEM (n = 25 Zellen für jede 
Bedingung, * p < 0,05 versus alle andere Bedingungen). 
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Mit Hilfe des Fluoreszenzindikators DAF-FM wurde die NO-Produktion während der 
Reperfusion gemessen. Der Effekt der Zunahme der NO-Produktion bei Anwesenheit 
der Insulin wurde bei Anwesenheit von L-NMMA oder LY294002 aufgehoben (Abb. 
7). Diese Ergebnisse zeigen, dass die PI3-Kinase in der durch Insulin vermittelten 
Aktivierung der NO-Synthase involviert ist. 
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Abb.7: 
NO-Produktion während Reperfusion. Zunahme der DAF-Fluoreszenz 2 Minuten nach 
Reperfusion unter Kontrollbedingungen (R), in Gegenwart von Insulin (10 mU/l), 
Insulin+LY294002 (1 µM), Insulin+L-NMMA (100 µM), LY294002 (1µM) oder L-NMMA (100 
µM).  Die DAF-Fluoreszenz am Anfang der Reperfusion wurde auf 100 % gesetzt. Die Daten 
sind dargestellt als Mittelwerte ± SEM (n = 16 Zellen für jede Bedingung), *p < 0,05 versus 
alle andere Bedingungen).  
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4.5  Einfluss von Insulin auf die Funktion des sarkoplasmatischen 
Retikulums  
 
4.5.1  Die Rolle der SR-Ca2+-ATPase (SERCA) 
 
Um zu überprüfen wie die Funktion des sarkoplasmatischen Retikulums in 
Anwesenheit von Insulin beeinflusst wird und ob es einen Einfluss auf die 
beschleunigte Ca2+ - Erholung hat, wurde durch den Einsatz von Thapsigargin die 
Rolle der sarkoplasmatischen Ca2+-ATPase (SERCA) untersucht. Thapsigargin 
hemmt selektiv die sarkoplasmatische Ca2+-ATPase und somit die Aufnahme des 
zytosolischen Calciums in das sarkoplasmatische Retikulum. Thapsigargin allein 
verlangsamt die zytosolische Ca2+-Erholung in der Reperfusion im Vergleich zu den 
Kontrollbedingungen. Wie die Abb. 8 zeigt, hat Insulin in Anwesenheit von 
Thapsigargin 2 Minuten nach Reperfusion keinen Effekt mehr auf die zytosolische 
Ca2+-Erholung. Diese Ergebnisse zeigen, dass der Insulin-Effekt auf die zytosolische 
Ca2+-Homöostase von einer Wirkung auf die Ca2+-Speicher des SR abhängt. In 
Anwesenheit von Thapsigargin hat Insulin keinen Einfluss auf die zytosolische Ca2+- -
Homöostase und dies zeigt, dass der Insulin- Effekt abhängig von der Funktion der 
SERCA ist.  
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Abb.8:  
Ca2+-Konzentration (Fura-2-Ratio) nach 2 Minuten Reperfusion unter 
Kontrollbedingungen (R), in Gegenwart von Insulin (10 mU/l), in Gegenwart von 
Thapsigargin allein (150 nM), in Gegenwart von Insulin und Thapsigargin (150 nM). 
Die gestrichelte Linie zeigt den endanoxischen Fura-2-Ratio Wert. Die Daten sind 
dargestellt als Mittelwerte ± SEM. (n = 30 Zelle für jede Bedingung, * p < 0,05 versus 
alle andere Bedingungen).  
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4.5.2   Einfluss von Insulin auf die Phospholambanphosphorylierung 
 
Die Aktivierung der SERCA ist abhängig vom Phosphorylierungsstatus des 
Phospholambans. In der nichtphosphorylierten Form hemmt Phospholamban die 
SERCA, durch Phosphorylierung wird die SERCA aktiviert. Die Aktivierung der 
sarkoplasmatischen Ca2+-ATPase führt zu einer schnelleren Aufnahme des 
zytosolischen Calciums ins sarkoplasmatische Retikulum.  
Um zu überprüfen, ob die Aktivierung der SERCA durch Insulin auf diesen 
Mechanismus zurückzuführen ist, wurde durch Western-Blott-Analyse der Einfluss 
von Insulin auf den Phosphorylierungsstatus des Phospholambans untersucht.  
Die densitometrische Analyse in der Abb. 9 zeigt die Phospholambanphosphorylierung 
unter Kontrollbedingungen, nach 60 Minuten Anoxie und nach 5 Minuten Reperfusion 
in Anwesenheit und Abwesenheit von Insulin. Für die Darstellung wurde das 
Verhältnis zwischen dem phosphorylierten Phospholamban und totalem 
Phospholamban ermittelt und das Verhältnis unter normoxischen Bedingungen auf „1“ 
gesetzt. Die Abbildung zeigt keine signifikanten Unterschiede der Phospholamban- 
Phosphorylierung zwischen Anoxie und Reperfusion und Kontrollbedingungen. Der 
Einsatz von Insulin in der Reperfusion induzierte eine Zunahme der 
Phospholambanphosphorylierung. Diese Insulinvermittelte Phosphorylierungs-
steigerung konnte durch LY294002 oder KT5283 oder L-NMMA verhindert werden.  
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Abb. 9: 
Oben: Repräsentative Western-Blot-Analyse des totalen (oben) und phosphorylierten  
Phospholambans (unten) unter Normoxie, nach 60 min Anoxie und nach 5 min 
Reperfusion unter Kontrollbedingungen (R), in Gegenwart von Insulin (10 mU/l), 
Insulin+LY294002 (1 µM), Insulin+L-NMMA (100 µM) oder Insulin+KT5823 (1 µM).  
Unten: Densitometrische Analyse des Western-Blots nach Bildung des Verhältnisses 
zwischen dem phosphorylierten Phospholamban und dem totalen Phospholamban 
(p PLB/PLB). Das Verhältnis zwischen dem phosphorylierten Phospholamban und 
dem totalen Phospholamban (p PLB/PLB) unter Normoxie wurde auf „1“ gesetzt. 
Daten sind dargestellt als Mittelwerte ± SEM (n = 4 Experimente pro Bedingung * p < 
0.05 versus alle andere Bedingungen). 
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4.5.3  Bestimmung des sarkoplasmatischen Ca2+-Gehaltes durch Koffein- 
induzierte Ca2+- Freisetzung 
 
Da die zuvor beschriebenen Ergebnisse darauf hinweisen, das Insulin in der 
Reperfusion die Ca2+-Aufnahme in das SR steigert, wurde die Frage untersucht, ob 
unter Insulin-Behandlung auch die Speicherung von Ca2+  ins SR zunimmt. Hierfür 
wurde ein Koffein- Assay angewandt. Koffein aktiviert die Ryanodin-Rezeptoren des 
SR und führt zu einer kompletten Entleerung von Ca2+   aus dem sarkoplasmatischen 
Retikulum in das Zytosol (Lukyanenko et al. 2001). Daher kann das Ausmaß der 
Koffein-induzierten Ca2+-Freisetzung als Maß für die Speicherkapazität des 
sarkoplasmatischen Retikulums verwendet werden. Wie in der Abb. 10 gezeigt ist, ist 
die Ca2+-Freisetzung nach Koffein-Gabe bei den mit Insulin behandelten Zellen auf 
das Doppelte gesteigert. Die Hemmung der PKG mit KT5823 hebt diesen Effekt auf. 
Diese Ergebnisse belegen, dass die Insulin-vermittelte, beschleunigte Ca2+-Erholung 
auf eine gesteigerte Ca2+-Sequestrierung ins sarkoplasmatische Retikulum 
zurückzuführen ist. Diesem Effekt liegt eine PKG-abhängige SERCA-Aktivierung 
zugrunde. 
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Abb. 10:  
Verlauf des Fura-2 Ratios nach dem Einsatz von Koffein (20 Minunten nach 
Reperfusionbeginn) unter Kontrollbedingungen (●), in Anwesenheit von Insulin (O) und in 
Anwesenheit von Insulin+KT5823 (□).Die gestrichelte Linie zeigt den endanoxischen Fura-2-
Ratio Wert (A). Daten sind dargestellt als Mittelwerte ± SEM (n = 22 Zellen für jede 
Bedingung; * p < 0.05 versus Kontrolle und Insulin+KT5823).         
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 5.  DISKUSSION  
 
Ziel dieser Arbeit war es zu untersuchen  ob Insulin isolierte Herzmuskelzellen 
während der Reperfusion gegen die reperfusionsinduzierte Hyperkontraktur schützen 
kann und ob diese Protektionswirkung auf eine Beeinflussung der Ca2+-Homöostase 
zurückgeführt werden kann. Weiterhin sollte geklärt werden, über welche Signalwege 
diese Protektion vermittelt wird. Unsere Experimente zeigen, dass die Gabe von 
Insulin während der Reperfusion Herzmuskelzellen vor der 
Hyperkontrakturentwicklung schützt. Dieser Schutz ist auf eine beschleunigte 
Erholung der zytosolischen Ca2+-Überladung zurückzuführen. Durch diese Insulin-
Wirkung wird einer der Auslöser für die Hyperkontraktur beseitigt. Dieser Effekt von 
Insulin wurde in Gegenwart von Inhibitoren der PI-3-Kinase (PI3K), NO-Synthase 
(eNOS) oder der Proteinkinase G (PKG) aufgehoben. Dies belegt, dass die 
Protektionswirkung auf einem PI3K/eNOS/PKG-vermittelten Signalweg beruht.  
 
Der Einsatz von Insulin in der Frühphase der Reperfusion führt zu einer 
beschleunigten Normalisierung der intrazellulären Ca2+-Konzentration. Da in dieser 
Phase der Reperfusion das sarkoplasmatische Retikulum als intrazelluläres Ca2+-
Speicherorgan überschüssiges Ca2+ durch Aktivierung der sarkoplasmatischen Ca2+-
ATP´ase (SERCA) aufnehmen kann und deshalb initial die wichtigste Rolle bei der 
zytosolischen Ca2+-Erholung spielt, untersuchten wir, ob die Funktion des 
sarkoplasmatischen Retikulums in reperfundierten Kardiomyozyten in Gegenwart von 
Insulin verändert ist. 
Um die Funktion des sarkoplasmatischen Retikulums als intrazelluläres 
Speicherorgan zu untersuchen, wurde die Aufnahme des zytosolischen Calciums in 
das sarkoplasmatische Retikulum durch Thapsigargin gehemmt. Thapsigargin ist ein 
Hemmstoff der SERCA und verhindert so die Rückspeicherung des zytosolischen 
Calciums in das sarkoplasmatische Retikulum (Lytton et al. 1991). Die Ergebnisse 
zeigen, dass die durch Insulin beschleunigte Ca2+-Erholung aufgehoben wird, wenn 
die SERCA gehemmt wird. Dieser Befund deuten darauf hin, dass der Effekt von 
Insulin auf die Ca2+-Erholung auf eine Beeinflusssung der SERCA zurückzuführen 
ist.   
Als nächstes wurde untersucht ob Insulin die SERCA-Aktivität beeinflusst. 
Hierzu wurde die Phospholamban-Phosphorylierung bestimmt da die Aktivierung der 
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SERCA von dem Phosphorylierungsstatus des Phospholambans abhängt. In der 
nichtphosphorylierten Form hemmt Phospholamban die SERCA, eine 
Phosphorylierung des Phospholambans führt zur Aktivierung der SERCA 
(Simmerman et al. 1998). Es zeigte sich, dass unter Insulin die Phosphorylierung von 
Phospholamban zunimmt. Dieses Ergebnis deutet auf eine Aktivierung der SERCA 
verbunden mit einer gesteigerten Ca2+-Aufnahme ins sarkoplasmatischen Retikulum 
in Anwesenheit von Insulin hin (Abdallah et al. 2005; Sabine et al. 1995). 
Um zu überprüfen, ob die gesteigerte Phospholamban-Phosphorylierung unter 
Insulin-Applikation tatsächlich zu einer erhöhten Ca2+-Rückspeicherung ins 
sarkoplasmatische Retikulum führt, wurde am Ende der Reperfusion der 
Speicherstatus des sarkoplasmatischen Retikulums durch Applikation von Koffein 
bestimmt. Koffein öffnet die Ryanodin-Kanäle des SR´s und bewirkt dadurch eine 
maximale Ca2+–Entleerung aus dem SR in das Zytosol (Lukyanenko et al. 2001). Bei 
den mit Insulin behandelten Zellen war die nach Koffein-Gabe freigesetzte Ca2+-
Menge deutlich gesteigert. Dieser Befund zeigt in Verbindung mit den Thapsigargin-
Experimenten und der Bestimmung der Phospholamban- Phosphorylierung, dass der 
Einsatz von Insulin während der Reperfusion zu einer gesteigerten Ca2+-
Sequestrierung ins SR führt, die auf eine gesteigerte SERCA-Aktivität 
zurückzuführen ist.   
 
Im Modell isoliert reperfundierter Herzen konnte gezeigt werden, dass Insulin 
die PI3-Kinase, Akt-Kinase und NO-Synthase aktivieren kann (Gao et al. 2002; Sack 
et al. 2003; Hausenloy et al. 2007). In der vorliegenden Arbeit wurde überprüft, ob 
dieser Signalweg die Protektionswirkung auf Ebene der Herzmuskelzellen vermittelt. 
Es wurde zunächst gezeigt, dass die Effekte von Insulin auf die zytosolische Ca2+- 
Erholung und die Hyperkontraktur in Anwesenheit von Hemmstoffen der PI3-Kinase 
(LY294002) und NO-Synthase (L-NMMA) aufgehoben werden können.  Außerdem 
wurde gezeigt, dass Insulin zu einer Steigerung der eNOS-Phosphorylierung und zu 
einer Steigerung der Aktivität der NO-Synthase führt und dass dies durch eine 
Hemmung der PI3-Kinase verhindert werden kann. Die Ergebnisse zeigen, dass der 
Insulin-vermittelte Signalweg beginnend mit der Aktivierung der PI3-Kinase und 
nachfolgend der NO-Synthase für den protektiven Effekt essentiell ist.  
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Eine Steigerung der NO-Synthase Aktivität führt  zu einer NO-vermittelten 
Aktivierung der löslichen Guanylatzyklase und zu einem Anstieg des zellulären 
cGMP-Spiegels und konsekutiv zu einer Aktivierung der Proteinkinase G (PKG) 
(Brusq et al. 1999). Brusq und Mitarbeiter zeigten, dass eine Aktivierung der PKG 
eine Phosphorylierung des SERCA-modulierendes Proteins Phospholamban 
bewirken kann. In reperfundierten Kardiomyozyten konnten wir zeigen, dass der c-
GMP-vermittelte  Signalweg, der durch  ANP-Rezeptor-Agonisten oder zell-
permeable PKG-Aktivatoren aktiviert werden kann, zu einer Steigerung der 
Phospholamban-Phosphorylierung führt (Abdallah et al. 2005).  
Um zu untersuchen ob PKG als Downstream Kinase der eNOS in unserem 
Schädigungsmodell eine entscheidende Rolle spielt und die schnellere 
sarkoplasmatische Ca2+-Aufnahme und die beschleunigte zytosolische Ca2+- 
Erholung vermittelt, wurde die PKG durch KT5823 gehemmt. Die Daten zeigen, dass 
die protektiven Effekte von Insulin in Anwesenheit des PKG-Inhibitors aufgehoben 
sind. Die Aktivierung der PKG durch Insulin stellt daher die zweite Hälfte des Insulin-
vermittelten Signalwegs dar, über den Insulin reperfundierte Herzmuskelzellen 
schützt. Im folgenden Schema sind die wesentlichen Ergebnisse dieser Arbeit 
dargestellt:
 
 
Schema der zellulären Signalkaskade der Insulin-vermittelten Protektion gegen den 
myokardialen Reperfusionsschaden: 
PKG 
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SERCA Ca2+ 
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SR 
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PI-3K/AKT, PI-3 Kinase/ AKT Kinase; eNOS, endotheliale NO Synthase, sGC, löslische 
Guanylatzyklse; cGMP, zyklisches Guanosin-Monophospat; PKG, Proteinkinase G; SERCA, Ca2+ 
Pumpe des sarkoplasmatischen Retikulums; PLB, Phospholamban; SR, sarkoplasmatisches 
Retikulum, LY 294002; PI3K-Inhibitor, LNMMA; NO Synthase-Inhibitor, KT5823; PKG-Inhibitor, 
Thapsigargin; SERCA-Inhibitor. 
 
i) Insulin aktiviert die NO-Synthase über den PI3K/Akt-Kinase-Signalweg. 
ii) Die Aktivierung der NO-Synthase führt zu einer Aktivierung der PKG, die  
wiederum eine Steigerung der Phospholamban-Phosphorylierung herbeiführt 
und so die SERCA aktiviert.  
iii) Durch eine gesteigerte SERCA- Aktivität kann das sarkoplasmatische  
Retikulum eine größere Menge von zytosolischem Ca2+ sequestrieren.  
iv) Eine gesteigerte Ca2+-Sequestrierung ins sarkoplasmatische Retikulum führt  
zu einer beschleunigten Ca2+-Erholung in der Frühphase der Reoxygenation. 
Durch Verminderung der zytosolischen Ca2+-Überladung wird die Zelle vor der 
reperfusionsinduzierten Hyperkontraktur geschützt.  
 
Insgesamt wurde so der Signalweg aufgeklärt, über den die Protektion von 
reoxygenierten Kardiomyozyten gegen Hyperkontraktur durch die Applikation von 
Insulin vermittelt wird.  
 
Es wurde bereits in mehreren experimentellen und klinischen Studien im 
Rahmen eines Ischämie-Reperfusionsgeschehens gezeigt, dass die Gabe von 
Insulin protektiv wirkt.  
Die experimentellen Studien zeigten, dass der Einsatz von Glukose-Insulin-
Kalium am isoliert reperfundierten Herzen zu einer besseren Erholung der 
kontraktilen Funktion und des Energiestatus` der Kardiomyozyten führt (Angelos et 
al. 2002). Weitere Studien zeigten, dass Insulin am isolierten Herzen während der 
Frühphase der Reperfusion zu einer Reduktion der Infarktgröße und zu einer 
Verminderung des Zelltods führt (Jonassen et al. 2000) und dass dieser 
myokardprotektive Effekt glucoseunabhängig ist (Jonassen et al. 2001). Als 
Signalweg wurde eine Insulin-vermittelte Aktivierung der PI3- Kinase und der Akt-
Kinase mit anschließender eNOs-Aktivierung identifiziert (Gao et al. 2002).  
Die  klinischen Studien zeigten, dass bei der Behandlung von Patienten mit 
myokardialem Infarkt der Einsatz von Glukose-Insulin-Kalium während der 
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Reperfusion zu einer Reduktion der „in-hospital-mortality“ führt (Sodi – Pallares et al. 
1962; Apstein et al. 1998; Diaz et al. 1998). Weitere positive Ergebnisse bezüglich 
Infarktgröße, Pumpfunktion und Mortalität wurden nach einer Insulingabe während 
der Angioplastie bei einer Subgruppe von Patienten ohne Zeichen einer 
Herzinsuffizienz gezeigt (van der Horst et al. 2003). In einer anderen Studie führte 
Insulingabe unter gleichzeitiger thrombolytischer Therapie nach einem Monat zu 
einer Reduktion des Auftretens von Herztod, Reinfarkt und Arrhythmien und nach 
einem Jahr zu einer  signifikanten Verbesserung der linksventrikulären Herzfunktion 
(Krljanac et al. 2005). In einer anderen großen Studie führte die Behandlung von 
Patienten nach myokardialem Infarkt mit Glukose-Insulin-Kalium für 24 Stunden 
allerdings zu keinem Unterschied bezüglich Mortalität, kardialer Erholung und der 
Häufigkeit von kardiogenem Schock und Reinfarkt im Vergleich zur Kontrollgruppe 
(Mehta et al. 2005). Ein Parameter der möglicherweise zu diesem  Ausgang der 
Studie führte, könnte der unterschiedliche Applikationszeitpunkt der Insulingabe nach 
Beginn der Ischämie sein, so wurde beispielsweise bei den meisten  Patienten dieser 
Studie Insulin erst nach der Reperfusion gegeben (Apstein 2005).  In unseren 
Experimenten wurde gezeigt, dass eine Insulin-Applikation in der Frühphase der 
Reoxygenation die Herzmuskelzellen vor dem Reperfusionsschaden schützt, so, 
dass eine verspätete Gabe unter Umständen wirkungslos bleibt wenn das Myokard 
bereits irreversibel geschädigt ist.  
 
Die frühe Phase der Reperfusion nach einer Myokardischämie ist ein klinisch 
wichtiges therapeutisches Fenster für neue Therapieansätze gegen den Herzinfarkt 
(Piper et al. 2008; Rodríguez-Sinovas et al. 2007). Im Rahmen unserer Studie wurde 
gezeigt, dass die PKG die Ziel-Kinase des Insulinvermittelten myokardprotektiven 
Signalweges ist und das sarkoplasmatische Retikulum als Ziel-Organell hat. Die 
Analyse dieses Signalweges bietet neue Möglichkeiten zur Myokardprotektion. Von 
besonderer Bedeutung ist die Identifizierung der Proteinkinase G in diesem 
Signalweg. Eine Aktivierung dieser Kinase kann auch durch  ANP-Rezeptor-
Agonisten erfolgen. An Patienten mit akutem Myokardinfarkt und primärer 
Angioplastie konnten durch Agonisten der partikulären Guanylylzyklase (pGC) 
protektive Effekte bezüglich der Funktion des linken Ventrikels und des Auftretens  
von reperfusionsassoziierten Komplikationen, wie z.B.  Herzrhythmusstörungen oder 
persistierende ST-Hebungen erzielt werden (Kuga et al. 2003). Kitakaze et al. 
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Zeigten 2007, dass die intravenöse Therapie mit ANP bei Patienten mit 
Myokardinfarkt und stattgehabter Reperfusionstherapie zu einer Erhöhung der 
Ejektionsfraktion und zu einer Reduktion von Infarktgröße  und Inzidenz des 
plötzlichen Herztodes führt.  
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6.  ZUSAMMENFASSUNG 
Hintergrund und Ziele:  
Experimentelle und klinische Studien haben gezeigt, dass die Applikation von Insulin 
während der Reperfusion zuvor ischämischen Myokards protektiv wirkt, aber die 
zugrunde liegenden Mechanismen sind noch unbekannt. In dieser Studie 
untersuchten wir in isolierten Kardiomyozyten adulter Ratten, die einer simulierten 
Ischämie (Hypoxie) und Reperfusion (Reoxygenation) unterzogen wurden, ob die 
Gabe von Insulin während der Reperfusion gegen die Entwicklung von 
Hyperkontraktur schützen kann. Die Hyperkontraktur von Kardiomyozyten 
charakterisiert den frühen Reperfusionsschaden auf zelluläre Ebene und ist für die 
Entstehung der Gewebsnekrose verantwortlich. Die Effekte von Insulin auf die 
protektiven Kinasen, d. h. PI3-Kinase und cGMP-abhängige Proteinkinase G (PKG), 
und auf die zytosolische Ca2+-Konzentration in reoxygenierten  Kardiomyozyten 
wurden untersucht.  
Ergebnisse:  
Die Applikation von Insulin (10 mU/L) während der Reoxygenation schützte die 
Kardiomyozyten gegen die Hyperkontrakturentwicklung. Die zytosolische Ca2+- 
Erholung in den ersten Minuten der Reperfusion wurde in Anwesenheit von Insulin 
beschleunigt. Die protektiven Effekte von Insulin auf die zytosolische Ca2+-Erholung 
und auf die Hyperkontrakturentwicklung wurden in Gegenwart von Hemmstoffen der 
PI3-Kinase (LY294002, 1 µM), der eNOS (L-NMMA, 100 µM), der PKG (KT 5823, 1 
µM) oder der SERCA (Thapsigargin, 150 nM) aufgehoben.  
Insulin führte zur verstärkten Phosphorylierung von eNOS und Phospholamban und 
erhöht die Speicherkapazität des sarkoplasmatischen Retikulums in reoxygenierten 
Kardiomyozyten.  
Schlussfolgerung:  
Insulin schützt Kardiomyozyten gegen die reperfusionsinduzierte  Hyperkontraktur 
durch eine beschleunigte Erholung der zytosolischen Calciumüberladung in der 
frühen Reperfusionsphase. Die beschleunigte Erholung des zytosolischen Calciums 
ist auf erhöhte Calciumsequestrierung in das sarkoplasmatischen Retikulum durch 
Aktivierung der SERCA zurückzuführen. Diesem Schutzmechanismus liegt eine 
Aktivierung des protektiven Signalweges PI3-Kinase/eNOS und PKG zugrunde.   
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7.  SUMMARY 
Objectives:  
Experimental and clinical studies have shown that administration of insulin during 
reperfusion is cardioprotective, but the underlying mechanisms are still unknown. In 
this study, we investigated in isolated rat cardiomyocytes subjected to simulated 
ischemia (hypoxia) and reperfusion (reoxygenation) whether administration of insulin 
during reoxygenation reduces reoxygenation-induced hypercontracture, a hallmark of 
acute reperfusion injury. The effects of insulin on potential pro-survival kinases, i.e., 
PI 3-kinase, NO synthase (eNOS), and cGMP-dependent protein kinase (PKG), and 
on cytosolic Ca2+- control in reoxygenated cardiomyocytes were investigated. 
Results:  
Administration of insulin (10mU/L) during reoxygenation protected cardiomyocytes 
against hypercontracture development.  Cytosolic Ca2+-recovery during the first 2 
minutes of reoxygenation was accelerated. The beneficial effects of insulin on 
cytosolic Ca2+-recovery and hypercontracture were suppressed in the presence of 
inhibitors of PI 3-kinase (LY294002, 1 µM), eNOS (L-NMMA, 100 µM), PKG (KT 
5823, 1 µM), or sarcoplasmic reticulum Ca2+-ATPase (SERCA) (thapsigargin, 150 
nM). Insulin increased phosphorylation and activity of eNOS and augmented 
phospholamban phosphorylation in reoxygenated cardiomyocytes. Correlated with 
phospholamban phosphorylation, insulin also augmented SR Ca2+- load. 
Conclusions:  
Insulin protects cardiomyocytes against reoxygenation-induced hypercontracture. 
This is due to acceleration of cytosolic Ca2+-recovery by enhanced Ca2+-  
sequestration into the sarcoplasmic reticulum via SERCA activation. This protective 
mechanism is activated through the survival pathway consisting of PI3-kinase, eNOS, 
and PKG. 
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